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RIASSUNTO 
 In questa tesi sperimentale sono stati analizzati i meccanismi 
molecolari alla base della sensitizzazione a lungo termine (LT), nella 
sanguisuga Hirudo medicinalis.  
H. medicinalis rappresenta un buon modello sperimentale per studiare 
i vari e complessi aspetti della funzionalità del sistema nervoso, 
apprendimento e memoria inclusi, poiché associa alla semplicità 
anatomica comportamenti complessi organizzati in circuiti neurali 
semplici e ben conosciuti.   
 È stato utilizzato come atto comportamentale l’induzione al 
nuoto, ovvero l’induzione di un ciclo di nuoto in risposta ad un lieve 
stimolo elettrico (stimolo test) applicato sulla cute della porzione 
caudale dell’animale che aveva precedentemente subito la 
disconnessione microchirurgica del primo ganglio segmentale dal 
ganglio cefalico. Sottoponendo gli animali ad uno specifico protocollo 
di addestramento è stato possibile indurre sensitizzazione LT. 
 Precedentemente era stato osservato che la somministrazione di 
cicloesimide, un inibitore della sintesi proteica, bloccava l’instaurarsi 
di sensitizzazione LT, suggerendo che la formazione ex-novo di 
proteine nel sistema nervoso sia un meccanismo fondamentale per il 
consolidamento delle tracce mnemoniche nell’apprendimento LT. 
Inoltre, l’analisi elettroforetica mediante SDS-PAGE condotta su 
pellet e surnatante di omogenato di catene gangliari e ganglio caudale 
isolati da animali addestrati LT e di controllo (che non avevano subito 
stimolazioni nocicettive ripetute) aveva rilevato un diverso profilo 
proteico negli omogenati di tessuto nervoso ottenuti dagli animali 
sensitizzati LT rispetto agli animali di controllo. 
 In questo lavoro di tesi si è cercato di identificare quali tipi di 
proteine fossero differenzialmente espresse negli animali sottoposti a 
sensitizzazione LT rispetto agli animali di controllo e se queste 
proteine avessero un effetto fisiologico. 
A questo scopo, dopo aver indotto sensitizzazione LT, sono stati 
preparati pellet e surnatante sia da animali sensitizzati LT che da 
animali di controllo e sono stati iniettati in animali naïves (sottoposti 
soltanto alla disconnessione microchirurgica del primo ganglio 
segmentale dal ganglio cefalico), precedentemente sottoposti ad una 
sessione di sensitizzazione a breve termine (BT). In una seconda 
sessione di sensitizzazione, eseguita un’ora dopo l’iniezione, solo gli 
animali che avevano ricevuto il pellet derivato da animali sensitizzati 
LT hanno mostrato un potenziamento della risposta allo stimolo test 
simile a quello ottenuto dopo training a lungo termine. Analogamente 
a quanto precedentemente osservato dopo sensitizzazione LT, tale 
potenziamento perdurava per 24 h e non si verificava se il pellet era 
stato ottenuto da omogenato di tessuto gangliare di animali 
sensitizzati LT e iniettati quotidianamente con cicloesimide 10 µM.  
 Per analizzare se nel pellet ricavato dall’omogenato di catene 
nervose di animali sensitizzati LT ci fosse una proteina o un pool di 
proteine con un peso molecolare specifico direttamente coinvolte 
nell’apprendimento, il materiale ottenuto da omogenati derivati da 
catene gangliari di animali sensitizzati LT e di animali di controllo 
sono stati analizzati tramite cromatografia size-exclusion che permette 
la separazione delle molecole organiche in base al loro peso 
molecolare. 
L’analisi ha evidenziato spettri di assorbanza delle proteine a 280 nm 
diversi tra pellet derivati dall’omogenato di animali sensitizzati LT e 
di animali di controllo.  
In base della curva di taratura della colonna cromatografica, sono stati 
evidenziati, in 7 campioni distinti, picchi di assorbanza corrispondenti 
a vari pesi molecolari (> 50 kDa a 5,42 minuti; circa 17.5 kDa a 7,89 
minuti; circa 10.9 kDa a 9,18 minuti) presenti esclusivamente nel 
pellet di animali sensitizzati LT e non in quello dei controlli. Sono 
state raccolte varie frazioni di 1 ml in un range di 5 - 12 minuti 
corrispondenti ai diversi picchi di assorbanza osservati e sono state 
iniettate in animali naïves  precedentemente sottoposti ad una sessione 
di sensitizzazione. In una seconda sessione di sensitizzazione condotta 
un’ora dopo l’iniezione, gli animali trattati con la frazione di pellet 
ottenuto da animali sensitizzati LT corrispondente al peso molecolare 
di circa 10,9 kDa, hanno mostrato un potenziamento della risposta alla 
stimolazione nocicettiva analoga a quello osservato durante il 
processo di sensitizzazione LT, mentre le altre frazioni iniettate non 
hanno indotto effetto.  
 Questi risultati hanno dunque evidenziato il coinvolgimento di 
una proteina di 10,l9 kDa nell’instaurarsi dell’apprendimento a lungo 
termine e forniscono il substrato per l’analisi proteomica attualmente 
in corso per identificare tale proteina.  
 
SUMMARY 
 
 In this work we have analyzed the molecular mechanisms 
underlying long-term (LT) senstitizzation in the leech Hirudo 
medicinalis. 
H. medicinalis is a useful experimental model to study the different 
and complex functions of the nervous system, including learning and 
memory, because its simple anatomical structure is related to 
complex behaviors organized in well known neural circuits.  
 To determine LT sensitization of swimming induction we 
evaluated the responses to a weak electrical shock (test stimulus) 
applied onto the tail, before (basal response) and after a single 
nociceptive stimulation (brushing) delivered onto the back of the 
animal. After repeated brushing delivered for 4 consecutive days, 
leeches exhibited a stronger potentiation of the responses to test 
stimulus in comparison with the potentiation exhibited before 
repetitive brushing. This potentiation lasted 24 hours so that LT 
sensitization occurred. 
 Previously, it has been observed that daily administrations of 
10 µM cycloheximide, a protein synthesis inhibitor, blocked LT 
sensitization, suggesting that “ex novo” protein synthesis in the 
nervous system is a fundamental mechanism for the consolidation of 
memory traces.  
 To detect what kind of proteins were involved in this process, 
ganglionic cords dissected out from both LT trained and control 
animals (which did not receive repetitive nociceptive stimulation) 
were homogenized. The obtained material was centrifuged and 
physically separated in surnatant and pellet and SDS PAGE analysis 
was performed. This electrophoretic analysis showed a major 
expression of proteins < 17 kDa in pellet and surnatant of LT trained 
leeches compared to control. 
 In this thesis we injected both surnatant and pellet into naïves 
leeches (subject only to microsurgical disconnection of the first 
segmental ganglion from the cephalic ganglion) previously trained to 
a sensitization session: in a second sensitization session performed 
one hour after injection, we observed that, only the leeches receiving 
pellet from LT trained animals exhibited a potentiation of responses to 
test stimulus after single brushing similar to the one obtained after 
repetitive brushing. As well as in LT sensitization, this potentiation 
persisted for 24 h and did not occur if the pellets was obtained from 
animals LT trained and daily injected with 10 µM cycloheximide. 
These results suggested that in the pellet was contained a pool of 
proteins involved in LT memory. 
 Then, pellets from LT and control leeches were analyzed by 
liquid chromatography and injected in size exclusion column. 
The obtained absorbance chromatograms at 280 nm showed 
differences of the intensities of the peaks at 5.42, 7.89 and 9.18 
minutes retention time. These differences were evident also in the 
difference chromatograms obtained by subtracting the elution profile 
of control pellets from that of LT sensitized pellets. On the basis of 
SEC column calibration these retention time corresponded to high 
molecular weight compounds (> 300 kDa, the peak at 5.42 min), 
compounds with molecular weight around 17 kDa (the peak at 7.89 
min) and around 10.9 kDa (the peak at 9.18 min). 
Fractions were collected in the range 5 - 12 minutes and tested in 
naïves leeches previously subjected to a sensitization session. Only the 
fraction between 9 and 10 minutes retention time from pellets of LT 
leeches, corresponding to a 10.9 kDa molecular weight protein, in a 
second sensitization session performed an hour after injection, gave a 
physiological response, analogous to LT sensitization process. 
 Altogether these results suggest the involvement of a 10.9 kDa 
protein in LT sensitization and provide the basis for the proteomic 
analysis which is actually underway to characterize this protein. 
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1 - INTRODUZIONE 
 
L’apprendimento è stato definito da Eric Kandel come il 
“processo mediante il quale si acquisisce la conoscenza del mondo”; 
esso comprende tutti quei meccanismi mediante i quali le esperienze 
determinano cambiamenti fisici nelle strutture del sistema nervoso, 
alterando i circuiti neurali coinvolti, e influenzano molti aspetti del 
comportamento, incluso il modo di percepire, agire, pensare e 
pianificare.  
Diversi studi sull’apprendimento, dalle forme più elementari 
come “l'apprendimento non associativo” alle forme più complesse 
note come “apprendimento associativo”, ne hanno definito una stretta 
correlazione con la memoria, intesa come l’espressione di ciò che è 
stato appreso.  
 Tutti i fatti, gli eventi sono memorizzati temporaneamente o in 
modo permanente nel nostro cervello e la memoria può essere 
suddivisa in “memoria a breve termine”, e “memoria a lungo 
termine”, che perdura per giorni, settimane o addirittura per tutta la 
vita di un individuo (McGaugh, 1966; Rosenzweig et al., 1993). 
 La memoria a breve termine (BT) comprende la 
memorizzazione di tutto quello che si vede, si sente e si percepisce ma 
rimane impressa nella nostra mente solo per un lasso di tempo limitato 
(da pochi minuti ad alcune ore) ed è supportata da modificazioni post-
traduzionali e transitorie di molecole pre-esistenti che modificano 
l'efficienza della trasmissione sinaptica nelle reti neuronali (Parvez et 
al., 2006). 
Quando l’informazione da ricordare è particolarmente importante o 
l’esperienza viene ripetuta, questi cambiamenti persistono, e possono 
attivare diversi processi molecolari che portano alla sintesi di nuove 
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proteine e a cambiamenti strutturali nei neuroni e nelle sinapsi 
coinvolti, determinando l’instaurarsi della memoria a lungo termine 
(LT) caratterizzata dal perdurare dell’informazione per più giorni, 
settimane o anche tutta la vita (Alberini, 2009; Bailey et al., 1996; 
Costa-Mattioli et al., 2009; Lee et al., 2008).  
Lo studio dell’apprendimento e della memoria ha ottenuto 
notevoli risultati esaminando le forme più elementari 
dell’apprendimento non associativo quali l’abitudine e la 
sensitizzazione in modelli sperimentali semplici. In quest’approccio 
riduzionista la sanguisuga Hirudo medicinalis si è rivelata un ottimo 
modello per lo studio delle modificazioni del comportamento e dei 
meccanismi neurali sottostanti (vedi ad esempio: Brodfuehrer & 
Thorogood, 2001; Burrell & Crisp, 2008; Scuri et al., 2007). 
Nonostante il suo sistema nervoso relativamente semplice, questo 
invertebrato presenta una vasta gamma di comportamenti complessi 
come lo swimming, lo shortening, il crawling e il local bending le cui 
reti neurali sono ben identificate (Brodfuehrer & Thorogood, 2001; 
Friesen, 1989; Friesen & Cang, 2001; Kristan & Weeks, 1983;  
Nusbam & Kristan, 1986; Shaw & Kristan, 1999). Ciò consente di 
analizzare i processi di apprendimento e memoria studiando 
contemporaneamente i cambiamenti che avvengono in un singolo atto 
comportamentale e le modificazioni che si osservano nel circuito 
neurale che ne è alla base.  
L’induzione al nuoto attraverso l’applicazione di stimoli elettrici 
nella porzione caudale del corpo dell’animale è stata utilizzata come 
atto comportamentale (Zaccardi et al., 2001; 2004) per l’analisi dei 
meccanismi alla base dell’apprendimento non associativo. Studi 
precedenti hanno mostrato che nell’induzione al nuoto è possibile 
avere sensitizzazione (vedi par. 1.1), ovvero potenziamento della 
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risposta ad uno stimolo neutro in seguito a stimolazione nocicettiva 
(Brodfuehrer 1986; Scuri et al., 2007; Zaccardi et al., 2001; 2004), sia 
a breve (Catarsi et al., 1990; Zaccardi et al., 2001; 2004) sia a lungo 
termine e che la somministrazione d’inibitori della sintesi proteica 
blocca l’instaurarsi di questo apprendimento LT (Brunelli et al., 
1997a).  
 Dal momento che la formazione della memoria LT è un 
processo complesso che coinvolge numerose proteine, 
l’identificazione di tali proteine è divenuta un importante target della 
ricerca neurobiologica. I tentativi di comprendere i meccanismi che 
portano al consolidamento e alla persistenza dell’apprendimento 
utilizzano differenti approcci metodologici dall’indagine etologica, 
alle tecniche chimiche, biochimiche e biologico-molecolari. Per tutti 
questi motivi, nel presente studio abbiamo scelto di investigare le 
proteine coinvolte nella sensitizzazione LT nell’induzione al nuoto in 
H. medicinalis mediante varie tecniche.  
 
1.1 Classificazione dell’apprendimento  
 
 L’apprendimento è un processo attraverso il quale gli animali 
acquisiscono e immagazzinano nuove informazioni relative al mondo 
esterno. Sulla base delle modalità di acquisizione e di richiamo 
dell’informazione, la memoria si distingue in non-dichiarativa o 
implicita, detta anche riflessiva, e dichiarativa o esplicita.  
La memoria non dichiarativa si forma mediante la ripetizione di 
numerose prove successive e si esprime attraverso il miglioramento di 
determinate azioni, indipendentemente da processi cognitivi quali 
consapevolezza e valutazione. La memoria dichiarativa, al contrario, è 
controllata direttamente dalla sfera cognitiva sia per l’acquisizione sia 
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per il richiamo delle informazioni. Una valutazione sperimentale della 
memoria implicita si realizza applicando, con certe modalità, stimoli 
che rappresentano le informazioni relative all’ambiente esterno, 
osservando e valutando poi le progressive modificazioni 
comportamentali. Questo tipo di approccio sperimentale ha permesso  
di classificare l’apprendimento in non associativo e associativo. 
• L’apprendimento associativo si manifesta quando il soggetto 
apprende quali siano le relazioni che intercorrono fra due 
stimoli o fra uno stimolo ed una risposta comportamentale e si 
può distinguere ulteriormente in due forme: 
1)“condizionamento classico” basato sull’apprendimento delle 
relazioni che intercorrono tra due stimoli distinti (stimolo 
condizionato e stimolo non condizionato) e nella conseguente 
acquisizione della capacità di rispondere a stimoli inizialmente 
neutri (Pavlov, 1927); 
2)“condizionamento operante” che consiste nell’associazione, 
da parte del soggetto di un comportamento definito “operante” 
ad un certo tipo di risposta.  
• L’apprendimento non associativo si manifesta, invece, 
quando il soggetto è esposto ripetutamente ad uno stimolo e 
impara a distinguerne le proprietà.  
 
Le forme di apprendimento non associativo più comuni sono 
l’abitudine, la sensitizzazione e la disabitudine. 
L’abitudine è definita come una progressiva diminuzione di una 
risposta comportamentale normalmente evocata da stimoli non nocivi, 
ripetuti e privi di significato per la sopravvivenza dell’animale. 
La sensitizzazione comporta un potenziamento dei comportamenti 
difensivi da parte degli animali esposti a stimoli nocicettivi e quando 
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questo potenziamento della risposta comportamentale si instaura su 
una risposta precedentemente decrementata per abitudine, si parla di 
disabitudine. 
L’apprendimento porta a fenomeni di plasticità neuronale come 
cambiamenti della biochimica e della struttura delle sinapsi che 
alterano il loro effetto sui neuroni post sinaptici.  
In relazione al tempo necessario affinchè questi cambiamenti si 
verifichino, si possono distinguere due tipologie di apprendimento: 
• a breve termine (BT), che dura da pochi minuti ad un massimo di 
24 ore; 
• a lungo termine (LT), che perdura per giorni, settimane o 
addirittura per tutta la vita di un individuo (McGaugh, 1966; 
Rosenzweig et al., 1993). 
 
 Studi precedentemente condotti hanno evidenziato che il 
processo di fosforilazione delle proteine è fondamentale per 
l’acquisizione della memoria BT (Byrne, 1994; Kandel & Schwartz, 
1982; Mackey et al., 1989).  
 Per quel che riguarda la memoria LT le ricerche finora compiute 
in vari modelli animali e cellulari, suggeriscono che, nelle reti neurali 
avvenga la formazione “ex novo” di proteine che stabilizzerebbero i 
meccanismi operanti nella memoria BT dando luogo a cambiamenti 
persistenti.
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1.2 L’apprendimento a lungo termine 
 
 L’apprendimento LT riguarda informazioni ritenute per 
intervalli di tempo che vanno da alcuni minuti a tutta la vita.  
 È generalmente riconosciuto che la stabilizzazione a lungo 
termine di nuove informazioni sia associata all'alterazione della 
struttura dei neuroni alla quale seguono modificazioni nello 
schema di connessione neurale. È ormai noto che i processi di 
consolidamento delle informazioni acquisite prevedono la 
formazione e il mantenimento di riarrangiamenti citoscheletrici 
che forniscono il substrato strutturale per la memoria LT 
(Morgado-Bernal, 2011). Queste trasformazioni dipendono da 
cambiamenti plastici che coinvolgono una sequenza di processi 
cellulari specifici (Bailey, 1999; Davis & Squire, 1984; Nguyen et 
al., 1994) che iniziano generalmente con l'attivazione di recettori 
sui neuroni che è associata a cambiamenti a breve termine 
nell'efficacia sinaptica che si basano sulla fosforilazione e sul 
riciclo recettoriale; questi cambiamenti precoci sono poi seguiti da 
alterazioni dell'espressione genica e della sintesi proteica in modo 
prodromico rispetto alle modificazioni strutturali (Dudai, 2002). 
Ciò necessita della sintesi di mRNA e la successiva traduzione in 
proteine.  
Alcuni dei geni che vengono attivati precocemente (IEGs) sono 
stati identificati e comprendono geni che regolano la traduzione di 
altri geni come c-fos, c-jun, zig 268 e Erg-3 e effettori delle IGEs 
come Arc, Narp, Homer, Cox-2 e Rheb, i quali agiscono 
direttamente sulle cellule per promuovere differenti effetti tra cui i 
cambiamenti plastici.  
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La ricerca quindi si è andata focalizzando sul problema 
dell'identificazione delle proteine e degli mRNA coinvolti nei 
processi di memorizzazione LT. 
 Le prime evidenze sulla modulazione dell’espressione genica 
nell’apprendimento LT sono derivate da studi condotti in Aplysia 
californica e Drosophila melanogaster che hanno portato 
all’identificazione della via del cAMP - PKA - CREB (CRE 
binding protein) come via molecolare intracellulare essenziale per 
il consolidamento della memoria LT (Alberini et al., 2006; Silva et 
al., 1998). Nella sensitizzazione LT studiata nel riflesso di 
retrazione della branchia e del sifone in Aplysia è stato osservato 
che il potenziamento dell’efficacia sinaptica tra neuroni sensoriali 
e motori nel ganglio addominale (Kandel et al., 2000) si realizza 
attraverso l'attivazione prolungata di PKA, che, tramite il suo sito 
catalitico, attiva la protein-chinasi MAP (MAPK) che funziona da 
secondo messaggero (Figura 1-1). Insieme traslocano nel nucleo e 
attivano un fattore di trascrizione CREB1 che si lega ad un 
promotore della trascrizione CRE (cAMP responsive element). Per 
mezzo di MAPK, l’unità catalitica di PKA agisce anche 
reprimendo l’attività inibitoria di un repressore della trascrizione: 
CREB2 (Abel et al., 1998; Kaang et al., 1993). 
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Figura 1-1 Schema delle vie intracellulari che inducono potenziamento 
dell’efficacia sinaptica nella sensitizzazione in Aplysia (da: Kandel et 
al., 2000). 
 
 
Inoltre, in Aplysia, è stato evidenziato un ruolo cruciale della 
clatrina e della tubulina nell’istaurarsi della memoria LT (Barzilai 
et al., 1992). 
 Recenti indagini sono state condotte nella lumaca di stagno 
Lymnaea stagnalis, da Rosenegger e collaboratori (2010). Questi 
autori tramite spettrometria di massa, sono andati a valutare la 
variazione della sintesi proteica in animali sottoposti a training di 
sensitizzazione LT e in animali di controllo. Da questa indagine è 
emerso che 19 proteine erano sintetizzate ex-novo negli animali 
sensitizzati, 12 proteine erano presenti solo nei controlli e 21 
proteine erano espresse in modo significativamente differente 
negli animali sensitizzati rispetto ai controlli. Tra le proteine 
espresse solo negli animali sensitizzati LT sono state 
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caratterizzate: a) l’adenilato ciclasi tipo 8 (AC8), che viene 
attivata dalla Ca2+-calmodulina e induce un aumento di cAMP che 
a sua volta attiva PKA che è in grado di fosforilare le regioni del 
promotore che legano il DNA; l’importanza di AC8 negli eventi di 
memorizzazione LT è stato anche messo in evidenza da un recente 
studio nel quale sono state prese in considerazioni forme di 
working memory e di apprendimento spaziale nei topi (Zhang et 
al., 2008); b) l’isoforma ε di PKC, che, ad esempio, nei neuroni 
ippocampali è in grado di modulare l’attività dei canali Na+ e il 
rilascio del neurotrasmettitore (Shirai et al., 2008). Dallo studio di 
Rossenegger e collaboratori sono emerse anche proteine il cui 
ruolo nei processi mnemonici non è del tutto chiaro. Un esempio è 
la proteina UHRF1 binding protein, direttamente coinvolta nel 
processo di metilazione e replicazione del DNA (Avvakumov et 
al., 2008). La metilazione del DNA sembra essere uno step 
importante nella formazione della memoria (Miller & Sweatt, 
2007), quindi, questa proteina potrebbe essere una delle proteine 
coinvolte nel riarrangiamento degli istoni durante l’instaurarsi 
della memoria.  
 Uno studio recente ha identificato alcune fosfoproteine 
regolate positivamente in seguito a condizionamento pavloviano, 
nei lisati di sistema nervoso del mollusco marino Hermissenda. 
Queste proteine sono coinvolte nella regolazione della 
trascrizione, nella segnalazione cellulare, nell’organizzazione del 
citoscheletro e nell’attività metabolica (Crow & Xue-Bian, 2010).  
 Nei Vertebrati appare sempre più evidente che modificazioni 
che intervengono a livello della cromatina risultano in meccanismi 
fondamentali per l’instaurarsi di apprendimento e memoria LT.  
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È stato suggerito che processi epigenetici come la metilazione del 
DNA e l'acetilazione degli istoni siano in relazione con la capacità 
della cellula neurale di essere modificata dalle esperienze passate 
(Borrelli et al., 2008). In generale l’espressione genica è regolata 
dinamicamente da meccanismi di acetilazione e deacetilazione 
degli istoni (Kouzarides, 2007): l’acetilazione promuove la 
trascrizione, mentre la deacetilazione la regola negativamente. Nel 
topo è stato recentemente osservato come un bilanciamento 
dell’attività delle acetiltransferasi degli istoni e delle deacetilasi 
sia fondamentale per la regolazione dell’espressione genica 
richiesta nei processi di memoria LT (McQuown et al., 2011); 
addirittura l’inibizione dell’enzima responsabile della 
deacetilazione degli istoni può trasformare un evento di 
apprendimento (test di riconoscimento di oggetti) che di per sé 
non porterebbe a memoria LT in un evento che può essere 
ricordato a lungo termine (Stefanenko et al., 2009).  
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1.3 La sanguisuga H. medicinalis 
 
 In un approccio sperimentale che prevede osservazioni 
comportamentali e indagini a livello cellulare e molecolare, è 
necessario disporre di un modello che, alla semplicità anatomica, 
associ comportamenti complessi organizzati in circuiti neurali 
semplici. La sanguisuga H. medicinalis possiede queste 
caratteristiche che l’hanno resa un buon modello sperimentale per 
indagare vari aspetti della funzionalità del sistema nervoso (SN), 
dai fenomeni di apprendimento e memoria a livello 
comportamentale, ai meccanismi di integrazione che possono 
avvenire a livello delle reti neurali.  
H. medicinalis, appartenente alla famiglia degli Hirudinidae, è un 
ectoparassita ematofago che vive principalmente in acque dolci, 
con capacità di movimento sia in acqua che su substrato solido. 
Presenta un’organizzazione metamerica delle strutture somatiche e 
viscerali tipiche del phylum degli Anellidi.  
Il corpo dell’animale è composto da 34 metameri o segmenti, 
ognuno dei quali è formato da 1 a 5 anelli o annuli: l’anello 
centrale di ogni segmento presenta, sul lato dorsale, dei 
raggruppamenti di cellule fotorecettive e meccanocettive dette 
“sensillae”; fanno eccezione i 2 segmenti alle estremità, formati 
dalla fusione di più metameri, i quali presentano due ventose: 
• la ventosa rostrale, o anteriore, specializzata per la nutrizione; 
• la ventosa caudale, o posteriore, specializzata nell’ancorarsi 
al substrato durante l’esplorazione dell’ambiente circostante 
(crawling) o durante la locomozione.  
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 Il sistema nervoso di H. medicinalis (Figura 1-2) è costituito 
da una catena di 21 gangli segmentali connessa anteriormente con 
una massa cefalica e posteriormente con una massa nervosa 
caudale. 
La catena gangliare decorre medialmente per tutta la lunghezza 
dell’animale ed è avvolta da tessuto connettivo. Ogni ganglio è 
connesso a quelli adiacenti mediante un nervo connettivo 
intergangliare e da ogni ganglio segmentale si dipartono due radici 
laterali posteriori e due laterali anteriori, che si dirigono verso la 
periferia (Macagno, 1980).  
All’interno di ogni singolo ganglio segmentale è possibile 
identificare un numero determinato di motoneuroni, interneuroni e 
neuroni sensoriali che sono organizzati in reti neurali che 
sottendono tutti gli atti comportamentali che l’animale esibisce.  
 
A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1-2 Organizzazione del sistema nervoso in H. medicinalis. A: Schema 
del sistema nervoso gangliare della sanguisuga. B: Schema tridimensionale 
della sezione trasversale della sanguisuga che mostra la disposizione della 
corda nervosa all’interno del seno ventrale e la sua relazione con le strutture 
del corpo (da: Sawyer, 1986). 
 
B 
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 Nonostante la semplicità del suo SN, la sanguisuga H. 
medicinalis presenta atti comportamentali piuttosto complessi 
regolati da circuiti neuronali ben conosciuti: 
• il crawling è un comportamento ritmico caratterizzato da 
una fase di estensione del corpo e una di contrazione, 
tipicamente coordinato dall’attacco e rilascio delle 2 ventose 
(Cacciatore et al., 2000); 
• lo shortening è un accorciamento generalizzato del corpo 
dell’animale per contrazione simultanea dei muscoli 
longitudinali presenti in tutti i segmenti corporei ed è 
indotto in risposta a forti stimoli fotici (Bagnoli et al., 1975) 
o tattili (Bagnoli et al., 1975; Boulis & Sahley, 1988); 
Lo shortening può essere iniziato da stimoli meccanici che sono 
veicolati dalle tre modalità meccanocettive presenti nella 
sanguisuga e rappresentate dalle cellule T (tattili), P (pressorie) e 
N (nocicettive), presenti in ogni ganglio segmentale e nel ganglio 
cefalico: esse inviano inputs sinaptici sui motoneuroni locali 
(Nicholls & Purves, 1970), cioè sui motoneuroni L (longitudinali), 
DE (eccitatori dorsali) e VE (eccitatori ventrali) presenti nello 
stesso segmento o in quelli adiacenti al segmento in cui è applicato 
lo stimolo. Le cellule meccanocettrici inviano impulsi anche alle 
cellule S, che a loro volta attivano i motoneuroni L. Ogni ganglio 
contiene una sola cellula S che proietta una diramazione assonica 
sia nel nervo connettivo anteriore sia in quello posteriore. Nel 
punto mediano di ogni nervo connettivo, ciascuna cellula S forma 
sinapsi elettriche con un’altra cellula S, costituendo così una 
catena di neuroni accoppiati, che si estende per tutta la lunghezza 
del sistema nervoso. È questo il “sistema a rapida conduzione” 
(Fast Conducting Syste, FCS,. Bagnoli et al., 1973) in grado di 
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determinare l’accorciamento generalizzato dell’animale (Burrell & 
Sahley, 2005). È stato provato che la serotonina (5HT) aumenta 
l’eccitabilità delle cellule S (Burrell et al., 2001). 
• il local bending è la flessione del corpo compiuta 
dall’animale in risposta ad una lieve stimolazione 
meccanica della cute, per contrazione dei muscoli 
longitudinali del lato stimolato e rilassamento di quelli del 
lato opposto nell’ambito del segmento interessato dalla 
stimolazione (Lockery & Kristan, 1990; 1991). 
• lo swimming o attività natatoria inizia in seguito ad una 
vasta gamma di inputs sensoriali tra cui la stimolazione 
tattile della parete corporea e i movimenti dell’acqua 
(Debsky & Friesen, 1985; Zaccardi et al., 2001; 2004).  
La contrazione alternata dei muscoli longitudinali dorsali e ventrali 
permette alla sanguisuga di nuotare compiendo movimenti 
ondulatori del corpo sul piano dorso-ventrale (Figura 1-3). La 
progressione dell’onda di contrazione in direzione rostro-caudale 
(Figura 1-4) è dovuta al fatto che la contrazione dei muscoli di un 
segmento precede sempre quella dei muscoli del segmento 
posteriore adiacente (Kristan, 1983; Stent & Kristan, 1981).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1-3 Movimenti ondulatori di tipo sinusoidale che si 
verificano durante il nuoto. 
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Figura 1-4 Progressione dei movimenti del corpo durante 
l’attività natatoria di H. medicinalis. 
 
L’attività natatoria è dovuta alla successiva attivazione di cinque 
categorie di cellule: neuroni sensoriali, neuroni trigger, 
interneuroni gating, interneuroni oscillatori e motoneuroni (Figura 
1-5). 
La stimolazione delle cellule sensoriali T, P e N dei gangli 
segmentali e del ganglio cefalico determina l’eccitazione dei 
neuroni trigger (Brodfuehrer & Friesen, 1986a,b; Debski & 
Friesen, 1987; Kristan, 1983).  
Le cellule trigger sono tre coppie di neuroni denominati Tr1, Tr2 
e Tr3, localizzate nel ganglio cefalico e la loro breve stimolazione 
dà origine a episodi di nuoto.  
I neuroni Tr1 sono di natura glutammatergica e le loro diramazioni 
assoniche si proiettano posteriormente innervando la corda dorsale 
fino ed oltre il 18° ganglio segmentale. I bersagli cellulari di questi 
neuroni sono i neuroni gating e le cellule serotoninergiche di 
Retzius le quali vengono eccitate tramite l’attivazione di recettori 
per il glutammato di tipo non-NMDA (Thorogood & Brodfuehrer, 
1995). 
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Figura 1-5 Rappresentazione schematica del circuito del nuoto. (modificata 
da: Kristan et al., 2005). 
 
I neuroni Tr2 anch’essi di natura glutammatergica prendono parte 
alla cessazione dell’attività natatoria poiché vanno ad inibire sia i 
neuroni gating che altri neuroni ad attività oscillatoria.  
I neuroni Tr3 sono attivati in seguito alla stimolazione delle 
cellule P e determinano la conseguente attivazione di particolari 
neuroni gating, i “neuroni contenenti serotonina”.  
I neuroni trigger dunque non attivano tutti la medesima via e 
quindi determinano effetti diversi sull’attività natatoria. 
I neuroni gating si dividono in due classi di cellule: 
• “interneuroni iniziatori del nuoto” (Swim Initiating 
Interneurons, SII) che sono rappresentati dalle cellule 204 e 
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205. La cellula 204 è un interneurone impari presente nei 
gangli dal 10° al 16°; la cellula 205 è invece presente solo 
nel 9° ganglio e proietta solo anteriormente. 
• “interneuroni contenenti serotonina” (Serotonin Containing 
Interneurons, SCN), rappresentati dalle cellule 61 (o VL) e 
21 (o DL). Le cellule 61 e 21 sono presenti in coppia in tutti 
i gangli segmentali (Weeks & Kristan, 1978).  
I neuroni oscillatori rappresentano la quarta stazione del circuito 
del nuoto e vengono attivati dai neuroni gating. Sono stati 
individuati lungo tutta la catena gangliare e sono rappresentati da 
21 cellule: sette coppie di interneuroni (cellule 27, 28, 33, 60, 115, 
119 e 123) un interneurone singolo (208) e tre coppie di 
motoneuroni (DI-1, VI-2, DI-102).  
L’attivazione dei neuroni oscillatori determina la contrazione 
ritmica dei muscoli longitudinali dorsali e ventrali (Brodfuehrer & 
Friesen, 1986), i quali determinano la caratteristica attività 
natatoria propria della sanguisuga.  
Alla base di questo circuito neuronale risiedono meccanismi di 
inibizione reciproca tra le varie coppie di neuroni oscillatori.  
I motoneuroni controllano, infine, la contrazione ordinata dei 
muscoli longitudinali dorsali e ventrali e, a seconda delle fibre 
muscolari innervate, possono essere suddivisi in quattro gruppi: 
motoneuroni eccitatori ed inibitori dei muscoli longitudinali 
ventrali (VE e VI rispettivamente), motoneuroni eccitatori ed 
inibitori dei muscoli longitudinali dorsali (DE e DI 
rispettivamente).  
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1.4 H. medicinalis come modello sperimentale 
nello studio dell’apprendimento  
 
 La sanguisuga H. medicinalis è stata particolarmente 
utilizzata come modello di studio dei meccanismi alla base 
dell’apprendimento per le sue caratteristiche anatomo-funzionali 
correlate a comportamenti abbastanza complessi. 
Le modificazioni dell’attività neuronale alla base di forme di 
apprendimento BT sono state ampiamente studiate nel riflesso di 
shortening (vedi par.1-3) (Burrell & Sahley, 2005) che coinvolge 
l’attività del sistema a rapida conduzione FCS formato dalle 
cellule S che contraggono sinapsi con i motoneuroni bilaterali L. 
La stimolazione tattile ripetuta della cute induce abitudine della 
risposta di shortening; al contrario, dopo applicazione di uno 
stimolo nocivo, sia il riflesso di shortening sia la scarica delle 
cellule S in risposta ad uno stimolo test risultano aumentati per 
alcuni minuti (sensitizzazione o, se l’applicazione segue 
l’abitudine, disabitudine) (Sahley et al., 1994). 
L’aumento di tale attività sembra essere dovuto all’azione di 5-
HT, (Ehrlich et al 1992; Sahley 1994), che attiva un recettore 
metabotropico accoppiato alla via cAMP - PKA (Burrell et al. 
2005) aumentando così direttamente l’eccitabilità della cellula S 
(Burrell et al 2001) e la risposta dell’interneurone agli stimoli 
meccanosensoriali (Burrell & Sahley, 2005). L’aumento di 
eccitabilità della cellula S ad opera di 5-HT risulta bloccato dalla 
metisergide, un bloccante generico dei recettori serotoninergici, e 
da iniezioni intracellulari dell’inibitore della proteina-G GDP-β-S, 
(Burrell & Sahley, 2005). Non si ha sensitizzazione del riflesso di 
shortening in preparati semi-intatti trattati con Rp-cAMP, un 
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inibitore di PKA, che blocca anche l’aumento dell’eccitabilità 
cellulare indotto da 5-HT, mentre db-cAMP, un analogo di cAMP 
che attiva PKA, mima l’effetto di 5-HT sulla cellula S. La 
sesitizzazione nel riflesso di shortening è quindi un processo 
mediato da 5-HT via cAMP-PKA (Burrell & Sahley, 2005).   
Un ulteriore contribuito allo studio delle modificazioni 
cellulari che avvengono a seguito delle modificazioni 
comportamentali è stato fornito anche dagli studi condotti sul 
modello comportamentale dell’induzione al nuoto.  
In sanguisughe in cui sia stata rimossa chirurgicamente 
l’inibizione tonica esercitata dal ganglio cefalico (animale “quasi 
intatto”), la stimolazione della cute nella porzione caudale del 
corpo con lievi stimoli elettrici è in grado di indurre un ciclo di 
nuoto con un intervallo di tempo (latenza) tra l’applicazione dello 
stimolo e l’inizio dell’episodio di nuoto pressoché costante. 
Questo paradigma di stimolazione e di risposta dell’animale è 
stato utilizzato per indurre abitudine, sensitizzazione e 
disabitudine e studiarne i meccanismi cellulari e molecolari alla 
base dell’apprendimento BT. 
Le variazioni della latenza possono essere considerate un buon 
indice dell’instaurarsi di queste forme di apprendimento poiché un 
aumento della latenza con cui l’animale risponde agli stimoli 
indica una ridotta responsività (abitudine), mentre una riduzione 
della latenza descrive un aumento della responsività dell’animale 
(sensitizzazione). 
È possibile indurre abitudine fornendo 15 stimoli elettrici (stimoli 
test) ad intervalli di 1/minuto (Zaccardi et al., 2001). 
Sensitizzazione e disabitudine si ottengono sottoponendo le 
sanguisughe a 15 spazzolate (brushing) sul dorso, quale stimolo 
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nocicettivo. Una netta riduzione della latenza misurata alla 
presentazione dello stimolo test subito dopo l’evento nocicettivo è 
considerata indice di avvenuta sensitizzazione mentre se, tale 
diminuzione della latenza si ha su una risposta precedentemente 
abituata (Zaccardi et al., 2001), si parla di disabitudine. 
 Per individuare alcuni dei meccanismi alla base 
dell’apprendimento non associativo BT, a livello comportamentale 
sono stati condotti esperimenti iniettando nell’animale varie 
sostanze in grado di interferire con diverse vie di trasduzione del 
segnale, prima di sottoporlo ad una sessione di apprendimento.  
Tali esperimenti hanno consentito di identificare nell’abitudine il 
coinvolgimento del calcio sia extra- che intra-cellulare, che porta 
all’attivazione della fosfolipasi A2 e alla conseguente liberazione 
di acido arachidonico (AA) che è metabolizzato dalla 5-
lipossigenasi (Brunelli et al., 1997b). 
 Per quanto riguarda la sensitizzazione e la disabitudine 
nell’induzione al nuoto, così come è stato visto anche nello 
shortening (Burrell, 2005), il neurotrasmettitore endogeno 5-HT 
svolge un ruolo fondamentale. Com’è stato dimostrato da Zaccardi 
et al. (2004) nell’induzione al nuoto, 5HT media la sensitizzazione 
BT e la disabitudine BT attraverso un aumento dei livelli 
intracellulari di cAMP. Infatti, iniezioni di 5HT o di un analogo di 
cAMP permeante le membrane cellulari, l’8-bromoadenosina-
3',5'-monofosfato, inducono sensitizzazione e disabitudine così 
come il brushing. L’iniezione di metisergide, invece, elimina il 
potenziamento osservato nella sensitizzazione e riduce 
drasticamente la disabitudine; l’iniezione di MDL-12330A, 
bloccante dell’adenilato ciclasi, impedisce la riduzione della 
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B
latenza in seguito ad applicazione di 5HT o in seguito a 
stimolazione nocicettiva (Zaccardi et al., 2004). 
 La stimolazione elettrica utilizzata come stimolo test durante 
lo studio dell’induzione al nuoto attiva selettivamente i neuroni 
sensoriali tattili T. In un preparato semi-intatto, costituito da un 
ganglio segmentale mantenuto collegato ad una porzione di cute 
contenente l’emisegmento laterale corrispondente (Figura 1-6A), 
la stimolazione elettrica capace di indurre il nuoto attiva 
selettivamente le cellule T (Figura 1-6B). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1-6 Attivazione selettiva delle cellule T in seguito a stimolazione 
elettrica lieve della cute. Spiegazione nel testo. (modificata da: Scuri et al., 
2007). 
 
Quando attivate da stimoli tattili o da iniezione di corrente 
depolarizzante le cellule T esibiscono un particolare profilo di 
scarica caratterizzato da un treno di potenziali d’azione a cui fa 
seguito una deflessione del potenziale di membrana in senso 
iperpolarizzante definita iperpolarizzazione postuma o AHP; AHP 
è dovuta prevalentemente all’azione della Na+/K+-ATPasi e per 
circa il 20-25%, ad una conduttanza K+ Ca2+-dipendente 
(gK+/Ca2+) (Jansen & Nicholls, 1973). 
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 In passato è stato dimostrato che l’ampiezza dell’AHP è 
modulabile e che tale modulazione è strettamente legata alla 
modulazione dell’attività della Na+/K+-ATPasi. 
Sia la stimolazione delle cellule serotoninergiche che la 
somministrazione di 5HT determinano una netta riduzione 
dell’ampiezza dell’AHP (Belardetti et al., 1984) (Figura 1-7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1-7 Effetto della somministrazione di 5HT e del 
bloccante generico dei recettori serotoninergici, 
metisergide sull’ampiezza della AHP. 5HT determina una 
riduzione dell’ampiezza dell’AHP dose-dipendente. Tale 
effetto è bloccato dalla metisergide (modificata da: 
Belardetti et al., 1984). 
 
A livello cellulare è stato osservato che 5HT esplica i suoi effetti 
attraverso cAMP (Catarsi et al., 1993) e che il suo bersaglio 
d’azione è la Na+/K+-ATPasi.  
L’ampiezza della AHP può essere modulata anche in senso 
positivo. Scuri et al. (2002) hanno evidenziato un meccanismo di 
modulazione attività-dipendente. Stimolando la cellula 
ripetutamente, ad intervalli di tempo costanti, sia con iniezioni di 
treni di impulsi depolarizzanti, sia con stimolazioni meccaniche 
del campo recettoriale si ha un progressivo incremento 
dell’ampiezza dell’AHP che permane anche fino a 10 minuti dopo 
il termine della stimolazione (Figura 1-8). 
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Figura 1-8 Effetto della stimolazione ripetuta della cellula T con 30 treni di 
impulsi depolarizzanti della durata di 3 s sull’ampiezza dell’AHP. Sono 
mostrate le AHPs ottenute dopo il 1°, 10°, 20° e 30° treno di impulsi. Si noti il 
progressivo aumento dell’ampiezza dell’AHP. L’ampiezza della AHP 
recupera il suo valore iniziale dopo circa 10 minuti dal termine della 
stimolazione ripetuta (modificata da: Scuri et al., 2002). 
 
Tale aumento di ampiezza è dovuto ad un incremento dell’attività 
della pompa Na+/K+-ATPasi, infatti si ha anche in presenza di 
apamina, bloccante di gK+/Ca2+ che nelle cellule T genera per un 
25% la AHP, mentre scompare quando l’enzima di membrana è 
bloccato (Scuri et al., 2002). 
La cascata intracellulare che sottende al potenziamento 
dell’ampiezza della AHP è. stata identificata nella via di 
metabolizzazione di AA, attivata dall’entrata di Ca2+ nella cellula. 
L’aumento di [Ca2+] nel citoplasma, dovuta sia all’entrata dello 
ione attraverso canali Ca2+ voltaggio-dipendenti e nifedipina-
sensibili, sia al suo rilascio dai compartimenti intracellulari 
(promosso da Ca2+), determina l’attivazione della fosfolipasi A2 
che scinde AA dai fosfolipidi di membrana. AA viene 
metabolizzato attraverso la via della 5-lipoossigenasi. I prodotti di 
questa via metabolica sarebbero in grado di agire (anche se ancora 
non è chiaro attraverso quali meccanismi molecolari) sulla pompa 
Na+/K+-ATPasi potenziandone l’attività e inducendo il progressivo 
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incremento dell’ampiezza della AHP che si osserva durante la 
stimolazione ripetuta (Scuri et al., 2005). 
 Nelle cellule T alla modulazione dell’ampiezza dell’AHP 
corrisponde una modulazione della forza sinaptica tra la cellula ed 
un suo follower. Registrazioni intracellulari da due neuroni T che 
sono accoppiati sinapticamente tra di loro, hanno dimostrato che 
una riduzione dell’ampiezza dell’AHP, indotta ad esempio con 
iniezioni intracellulari di cAMP, nell’elemento presinaptico, causa 
un aumento dell’ampiezza del potenziale sinaptico nel neurone T 
follower (Figura 1-9) (Scuri et al., 2007). Al contrario, un aumento 
dell’ampiezza dell’AHP nell’elemento presinaptico, che si ha ad 
esempio con la stimolazione ripetuta, produce una riduzione 
dell’ampiezza del potenziale sinaptico (Figura 1-10) (Scuri et al., 
2002). 
 
 
 
 
 
 
Figura 1-9 Effetto della riduzione dell’ampiezza 
dell’AHP sull’ampiezza del potenziale postsinaptico 
registrato da un’altra cellula T considerata come follower. 
Alla riduzione dell’ampiezza dell’AHP, indotta 
dall’iniezione di cAMP nel neurone postsinaptico, 
corrisponde un incremento dell’ampiezza del potenziale 
sinaptico (SP) (modificata da: Scuri et al., 2007). 
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Figura 1-10 Effetto dell’incremento dell’ampiezza 
dell’AHP sull’ampiezza del potenziale postsinaptico in 
un’altra cellula T presa come follower. Al progressivo 
aumento dell’ampiezza dell’AHP corrisponde una 
riduzione dell’ampiezza del potenziale postsinaptico 
(modificata da: Scuri et al., 2002). 
 
Nel loro insieme queste evidenze sperimentali hanno fornito 
un articolato esempio di possibili meccanismi cellulari e 
molecolari alla base dell’apprendimento non associativo BT. 
L’abitudine e la sensitizzazione/disabitudine sembrano essere 
mediate, almeno in parte, da differenti cascate di secondi 
messaggeri. Il neurotrasmettitore 5-HT gioca un ruolo essenziale  
nella sensitizzazione e i suoi effetti sono mediati da cAMP. Per 
quanto riguarda l’abitudine, un aumento attività-dipendente dei 
livelli di Ca2+ citosolico, indipendente dall’attivazione di cAMP 
(Zaccardi et al., 2004) trasforma un’attività cellulare ripetuta in 
meccanismi subcellulari che portano ad un graduale decremento 
della risposta comportamentale. Gli studi condotti a livello 
cellulare hanno mostrato come distinte vie biochimiche alla base 
di sensitizzazione e abitudine possano agire, in modo opposto, su 
comuni bersagli cellulari quali la Na+/K+ ATPasi inducendo 
facilitazione o depressione sinaptica che possono contribuire, 
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almeno in parte, ai cambiamenti comportamentali propri della 
sensitizzazione e dell’abitudine rispettivamente.  
 Recentemente l’induzione al nuoto in H. medicinalis è stata 
utilizzata anche per lo studio dei meccanismi dell’apprendimento 
LT in particolare della sensitizzazione LT (Ciampini, 2011). 
È stato messo a punto un protocollo sperimentale, utilizzato anche 
in questo lavoro di tesi (vedi par. 3.3) in grado di indurre un 
potenziamento della risposta allo stimolo test dopo brushing 
maggiore (Figura 1-11A) rispetto a quello ottenuto in una normale 
sessione di sensitizzazione: ciò si realizza sottoponendo gli animali 
a stimolazioni nocicettive ripetute per almeno 4 giorni consecutivi 
compresi tra due sessioni di sensitizzazione (1° e 6° giorno in 
Figura 1-11A). Come mostrato in Figura 1-11B, tale 
potenziamento perdura per almeno 24 ore ed è quindi considerato 
indice di avvenuta sensitizzazione LT.  
 Sanguisughe addestrate a lungo termine e iniettate 
quotidianamente con cicloesimide 10 µM non mostrano 
sensitizzazione LT (Figura 1-12) indicando che proteine 
sintetizzate ex novo sono necessarie nella formazione di 
apprendimento LT. Questa ipotesi è stata confermata da un’analisi 
elettroforetica condotta mediante SDS-PAGE su campioni di pellet 
e surnatante ottenuti dalla centrifugazione di omogenati di corde 
gangliari estratte da sanguisughe sensitizzate LT e sanguisughe di 
controllo, cioè sottoposte a due sessioni di sensitizzazione a 
distanza di 4 giorni l’una dall’altra e solo manipolate nei 4 giorni 
intermedi per un tempo corrispondente a quello impiegato a fornire 
le stimolazioni nocicettive ripetute agli animali sensitizzati LT. 
Come mostra la Figura 1-13, l’analisi ha rilevato 3 bande 
maggiormente marcate e 1 meno marcata nel pellet e surnatante 
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ottenuto dagli animali sensitizzati LT rispetto ai controlli e 
corrispondenti a un peso molecolare tra i 7 e 17kDa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1-11 Sensitizzazione LT nell’induzione al nuoto. 
Per descrive la sensitizzazione come potenziamento della 
risposta allo stimolo test in seguito a brushing 
rappresentato dal simbolo (  ), in ordinata è stato riportato 
l'inverso delle latenze normalizzate all'inverso della 
risposta basale misurata come latenza media (Lm) delle 
latenze rilevate dopo 4 stimoli test (I; II; III e IV). A: 
Quando sottoposti a stimolazione nocicettiva ripetuta, gli 
animali presentano in una seconda sessione di 
sensitizzazione (6° giorno, ) potenziamento dopo 
brushing significativamente maggiore rispetto a quello 
ottenuto durante una prima sessione di sensitizzazione (1° 
giorno, ). B: In animali trattati come in A la risposta 
rilevata 12, 24, 48 e 72 h dopo () era potenziata fino a 24 
h rispetto a Lm quantificata il sesto giorno. 
 
 
 
 
B 
A 
 28 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1-12 Sanguisughe addestrate a lungo termine e 
iniettate quotidianamente con cicloesimide 10 µM non 
mostrano sensitizzazione LT. L’inibitore riduce il 
potenziamento della risposta dopo brushing nel sesto giorno 
() rispetto a quello ottenuto il primo giorno (). 
 
 
 
Figura 1-13 Analisi SDS-PAGE su pellet e surnatante ottenuto da 
omogenato di corda gangliare di sanguisughe LT (PLT e SLT 
rispettivamente) e di controllo (PC e SC rispettivamente). A: Gel 
esemplificativo in cui si osservano le bande maggiormente marcate nel 
range  7 – 17 kDa di peso molecolare. B, C, D, E: Gli istogrammi 
mostrano le diverse intensità rilevate rispettivamente delle bande A-B-C-D 
in A in animali addestrati LT (LT) e animali controllo (C).  
 
Questi risultati hanno suggerito di approfondire l’analisi con 
ulteriori metodiche. 
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2 - SCOPO DELLA TESI 
 
  È ormai noto che a livello cellulare il passaggio da memoria 
BT a memoria LT trasforma processi transitori, che comportano 
modificazioni covalenti di proteine preesistenti, in processi stabili 
di autoconservazione che si accompagnano alla crescita di nuove 
connessioni sinaptiche (Bailey et al., 1999). Il concetto base che la 
sintesi proteica sia indispensabile per l’instaurarsi della memoria 
LT è derivato da studi condotti in diversi modelli animali e con 
differenti tasks comportamentali utilizzando inibitori della sintesi 
proteica (Agin et al., 2003; Crowm et al., 1997; Epstein et al., 
2003; Sangha et al., 2003; Wittstock et al., 1993). Più 
recentemente, l’introduzione di tecniche biologico-molecolari ha 
aperto la strada all’identificazione di tali proteine anche se 
attualmente sono ancora limitati i risultati. Nel 2010 Rosennegger 
et al. hanno individuato, con metodo quantitativo di proteomica, 
nel tessuto nervoso di lumache sottoposte a sensitizzazione LT, un 
pool di proteine differenzialmente espresse negli animali addestrati 
a lungo termine rispetto ad animali di controllo. Tali proteine sono 
risultate coinvolte in diversi sistemi cellulari dimostrando che la 
formazione della memoria LT comporta cambiamenti in varie 
funzioni cellulari, quali la produzione di energia, la regolazione del 
metabolismo, l'organizzazione del citoscheletro, la secrezione e 
l'adesione cellulare. 
 Risultati sperimentali ottenuti in precedenza nella 
sensitizzazione dell’induzione al nuoto in H. medicinalis in seguito 
all’utilizzo del bloccante della sintesi proteica cicloesimide e 
mediante analisi SDS PAGE su omogenati di tessuto nervoso 
estratto da sanguisughe addestrate a lungo termine hanno indicato 
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che, anche nella sanguisuga per la transizione da memoria BT a 
quella LT è necessaria la sintesi ex novo di proteine (vedi par.1.4).  
Sulla base di queste evidenze sperimentali, nel presente studio 
abbiamo utilizzato un approccio sperimentale multidisciplinare per 
analizzare il pattern di proteine coinvolte nella sensitizzazione LT 
dell’induzione al nuoto. In particolare, sono state effettuate prove 
comportamentali e analisi cromatografica di omogenato di tessuto 
ganglionare estratto da animali addestrati a lungo termine e 
animali di controllo. 
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3 – MATERIALI E METODI 
 
3.1 Animali 
 
 Sono state utilizzate sanguisughe adulte (di 10 mesi circa) 
della specie Hirudo medicinalis, fornite dalla ditta Ricarimpex 
(Eysines, Francia) e mantenute in termostato a 16° C, all’interno di 
recipienti ben areati contenenti acqua oligominerale “Panna” 
(Acqua Panna, Firenze, Italia) (secondo le indicazioni della ditta 
fornitrice) e sottoposte al ritmo giornaliero luce-buio. 
 Due giorni prima dell’inizio dell’addestramento 
comportamentale, gli animali sono stati anestetizzati in soluzione 
di etanolo al 10% per 10 minuti e fissati in una vaschetta di 
paraffina con il ventre rivolto verso l’alto per essere sottoposti ad 
intervento microchirurgico di disconnessione del ganglio cefalico 
dal primo ganglio segmentale. L’operazione è stata condotta sotto 
microscopio binoculare e gli animali sono stati costantemente 
mantenuti immersi in soluzione fisiologica (vedi par 3.2). 
L’incisione è stata suturata con filo Catgut cromico (Ethicon 6/0). 
La disconnessione del ganglio cefalico dal primo ganglio 
segmentale consente di eliminare l’inibizione tonica esercitata dal 
ganglio cefalico sul nuoto per far sì che, ad ogni stimolazione, 
l’animale risponda con un ciclo di nuoto. Nel corso dell’intervento 
è stato inserito, nella ventosa caudale, un filo di cotone, così da 
poter fissare successivamente l’animale al set-up di registrazione. 
 Gli animali utilizzati sono stati suddivisi in modo random in:  
• animali sperimentali, sanguisughe sottoposte a protocollo di 
sensitizzazione LT (vedi par 3-3); 
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• animali di controllo, sanguisughe sottoposte ad una sessione 
di sensitizzazione il primo e il sesto giorno e soltanto 
manipolati nei 4 giorni intermedi a temperatura ambiente 
per il tempo necessario ad una sessione di stimolazione 
nocicettiva ripetuta (vedi par.3-3);  
• animali naïves, sanguisughe con il primo ganglio segmentale 
disconnesso dal ganglio cefalico e sottoposte ad una singola 
sessione di sensitizzazione prima di ricevere un campione di 
omogenato o di frazioni ottenute mediante SEC (vedi par. 
3.5). 
 
3.2 Sostanze 
 
 Salvo differente indicazione, tutte le sostanze utilizzate sono 
state acquistate dalla Sigma-Aldrich Chemistry (Milano, Italia). 
 La soluzione fisiologica utilizzata per le procedure 
chirurgiche e nelle varie fasi sperimentali era così composta: NaCl 
115 mM, KCl 4 mM, CaCl2 1,8 mM, glucosio 10 mM, tamponata 
a pH 7,4 con TRIS-maleato. 
 Per l’analisi cromatografica size exclusion (SEC) l’anidrasi 
carbonica da eritrociti di bovino (CA,21.803), la siero albumina 
bovina (BSA,A-0281), l’albumina di bianco d’uovo di pollo 
(OVA,A-5503), la siero albumina umana (HSA,A-1887), la β-
lattoglobulina (β-LG,L-3908), l’α-lattoalbumina di latte bovino 
(αLac,L-6010), la mioglobina da muscolo scheletrico equino 
(Myo,M-0630), l’α-chimotripsinogeno da pancreas di bovino (α-
Chy,C-4879), il lisozima da bianco d’uovo di pollo (Lys,L-6.876), 
l’emoglobina umana (Hb,7.379H-), il citocromo C di cuore di 
equino (CytC,C-7.752), la ribonucleasi A di pancreas bovino 
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(RNasi A,R5125) utilizzate per la calibrazione della colonna SEC, 
sono state acquistate da Sigma Aldrich Fluka (Milano, Italia). Le 
soluzioni tampone sono state preparate da fosfato monobasico 
monoidrato di sodio, potassio fosfato bibasico anidro (BDH 
Laboratory Supplies, Poole, Inghilterra), e TBAB e contenevano 
fosfato 50 mM a pH 7.0. È stata utilizzata acqua deionizzata con 
sistema Milli-Q (Millipore, 80 Ashby Road, Bedford, MA 01.730 
2271, USA) degassata prima dell’uso. 
 Le soluzioni delle proteine utilizzate per calibrare le colonne 
per SEC sono state preparate dissolvendo le proteine in 50 mM 
PBS a pH 7.0 (generalmente 1-2 mg/mL). 
 
3.3 Procedura comportamentale 
 
 Due giorni dopo l’intervento di disconnessione del ganglio 
cefalico dal primo ganglio segmentale, gli animali sono stati 
sottoposti ad addestramento. Sono stati posti in una vaschetta di 
plexiglass, dotata di un supporto di paraffina e riempita di acqua 
Panna (vedi par3.1). Tramite il filo di cotone inserito nella ventosa 
caudale (vedi par. 3.1), le sanguisughe sono state fissate alla 
paraffina, in modo da poter nuotare senza allontanare la ventosa 
caudale da un elettrodo bipolare costituito da due fili di argento 
clorurato collegati ad un’unità di stimolazione isolata (SIU) 
connessa ad un sistema computerizzato di stimolazione e 
registrazione (Figura 3-1). 
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Figura 3-1 Apparato di stimolazione e registrazione. Spiegazione 
nel testo. 
 
 L’atto natatorio veniva indotto dall’applicazione di un lieve 
stimolo elettrico della durata di 1,6 secondi, costituito da treni di 
impulsi quadri della durata di 5 msec alla frequenza di 8,3 Hz 
(stimolo test). L’intensità di stimolazione scelta per ogni animale 
era quella minima in grado di indurre un ciclo di nuoto (voltaggio 
soglia, solitamente compreso tra 0,8 V a 1,4 V). Tale voltaggio 
veniva poi mantenuto costante per tutta la durata dell’esperimento.  
 L’intervallo di tempo tra l’applicazione dello stimolo test e 
l’inizio di un ciclo di nuoto, definito latenza (L), è stato scelto 
come indice dell’attività natatoria. Lo sperimentatore, attraverso 
un dispositivo ON/OFF collegato ad un sistema computerizzato 
attivava la stimolazione elettrica e il conteggio del tempo, e 
bloccava quest’ultimo quando la sanguisuga iniziava a nuotare. Si 
considerava che l’animale iniziasse a nuotare quando fletteva il 
corpo sul piano dorso-ventrale generando l’onda di deflessione che 
corre dalla porzione cefalica a quella caudale del corpo (vedi par. 
1.3).  
I valori di latenza venivano automaticamente misurati (in secondi) 
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mediante il software Measure 1.1.0 (Numerica Progetti s.r.l., Pisa, 
Italia) opportunamente costruito. 
 Per indurre sensitizzazione, riduzione della latenza in 
seguito all’applicazione di uno stimolo nocicettivo, venivano 
forniti all’animale inizialmente 4 stimoli test ad intervalli di tempo 
random compresi tra 10 secondi e 2 minuti (in modo da non 
indurre abitudine) per individuare la risposta basale indicata come 
latenza media (Lm), subito dopo veniva fornito lo stimolo 
nocicettivo costituito da 15 spazzolate (1/sec, brushing) applicate 
sul dorso dell’animale (Figura 3-2), seguito dall’applicazione di 3 
stimoli test ad intervalli di 5 minuti. La risposta basale era 
calcolata come media delle latenze registrate dopo i 4 stimoli test 
iniziali e si aveva sensitizzazione quando le latenze a tutti e tre gli 
stimoli test, applicati dopo lo stimolo nocicettivo, erano 
significativamente più corte rispetto a Lm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3-2 Protocollo di sensitizzazione. Le barrette verticali 
rappresentano gli stimoli test forniti all’animale e la saetta lo stimolo 
nocicettivo. 
 
 
 Gli animali sperimentali sono stati sottoposti a 
sensitizzazione LT. A tale scopo, il primo giorno (1° giorno nei 
grafici) sono stati sottoposti ad una sessione di sensitizzazione 
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come descritto sopra, quindi hanno ricevuto nei 4 giorni successivi 
una stimolazione nocicettiva ripetuta che consisteva in 4 serie di 
brushing fornite ad intervallo di 10 minuti l’una dall’altra e il sesto 
giorno (6° giorno nei grafici) erano nuovamente sottoposti ad una 
sessione di sensitizzazione (Figura 3-3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3-3 Schema del protocollo di induzione di sensitizzazione LT. 
 
 
 Gli animali di controllo sono stati sottoposti ad una sessione 
di sensitizzazione il primo e il sesto giorno, mentre nei 4 giorni 
intermedi sono stati solo manipolati a temperatura ambiente per il 
tempo necessario ad effettuare la stimolazione nocicettiva ripetuta 
fornita agli animali sperimentali. 
Analoghe sessioni di sensitizzazione (vedi Figura 3-2) sono state 
condotte su animali naïves prima e dopo iniezione di: i) pellet o 
surnatante ottenuto dall’omogenato di corde gangliari di animali 
sperimentali e di controllo; ii) frazioni ottenute da separazione 
mediante SEC condotta su pellets di animali sperimentali e di 
controllo.
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3.4 Omogenizzazione del sistema nervoso gangliare 
 
 Per ottenere ogni singolo campione da sottoporre ad analisi 
SEC, mediante dissezione microchirurgica condotta a 4 °C sotto 
microscopio binoculare, sono state prelevate le catene nervose da 
animali sperimentali e da animali di controllo e successivamente sono 
state omogeneizzate a 4 °C con un sonicatore (Vibracell Sonisc 
materials,USA), immediatamente dopo essere state immerse in 200 µl 
di soluzione fisiologica contenente un cocktail di inibitori delle 
proteasi (10 µg/ml leupeptina, 1 mg/ml pepstatina A, 2 mg/ml 
aprotinina, 1mM PMSF, 1 mM orthovanadate, 10 mM Na-Floride, 10 
mg /ml antipaina). 
L’omogenato ottenuto è stato poi centrifugato (cetrifuge BR4i Jouan) 
a 4°C per 15 minuti a 12000 rpm, per ottenere una divisione fisica in 
precipitato (pellet) e surnatante (Figura 3-4). 
Sia il surnatante che il pellet sono stati recuperati.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3-4 Fasi e strumentazione utilizzata per la preparazione del pellet e 
surnatante di animali sensitizzati LT e animali di controllo. 
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3.5 Analisi cromatografica 
 
 L’analisi cromatografica del pellet è stata effettuata utilizzando 
la tecnica di cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLC –
High Performance Liquid Chromatography) che permette di separare 
due o più composti presenti in un solvente in base al loro peso 
molecolare, sfruttando l’equilibrio di affinità tra una “fase 
stazionaria”, posta all’interno della colonna cromatografica, e una 
“fase mobile” che fluisce attraverso essa.  
 È stato utilizzato un P4000 (ThermoFinnigan) equipaggiato con 
un iniettore 7.125 Rheodyne (Rheodyne, Cotati, CA, USA), un loop di 
iniezione da 50 µL in PolyEtherKetone (PEEK tubing, Upchurch, Oak 
Harbor,WA), un diodo rilevatore UV6000 (ThermoFinnigan) e un 
(ThermoFinnigan) rivelatore a fluorescenza-FL3000 (Figura 3-5). 
   
 
 
Fig.3 
 
 
 
 
Figura 3-5 Illustrazione schematica dello strumento utilizzato per HPLC. 
 
 Proteine standard di peso molecolare noto (vedi par. 3.2) sono 
state iniettate in una colonna size exclusion (SEC) Biosep  S2000 
(Phenomenex, 300 mm di lunghezza x 7,8 mm di diametro interno, 
500-100,000 Da MW) per la calibrazione. 
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 La separazione è stata effettuata utilizzando una eluizione 
isocratica in 100% 50 mM PBS pH 7.0 a 1.0 mL/min, la cui 
composizione del tampone non varia durante l’analisi.  
 I campioni di pellet ottenuti da animali sperimentali e di 
controllo sono stati risospesi in 250 µl di soluzione fisiologica (vedi 
par. 3.2) e iniettati nell’apparato cromatografico senza alcuna 
diluizione. 
 
3.6 Analisi dei dati 
 
 I dati sono stati espressi come media ± E.S.  
L’analisi dei dati è stata condotta utilizzando il test ANOVA a due vie 
per misure ripetute (RM ANOVA) per evidenziare differenze 
significative tra le diverse condizioni sperimentali (tra gruppi) e 
quando tale differenza è risultata significativa è stata condotta l’analisi 
post-hoc con il test di Fisher per rilevare le differenze significative tra 
le varie prove (indicati sui grafici con un asterisco). 
 La sensitizzazione è solitamente rappresentata come un 
aumento dell’ampiezza della risposta allo stimolo test applicato 
immediatamente dopo uno stimolo nocicettivo, rispetto alla risposta 
basale. Al fine di ottenere una migliore rappresentazione grafica i dati 
sono stati riportati come inversi delle latenze registrate normalizzati 
all'inverso della latenza media (Lm), calcolati secondo la formula: 
[(1/L) / (1/Lm)] x100, dove L indica la latenza registrata dopo ogni 
stimolo test. 
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4 – RISULTATI 
 
4.1 Effetti dell’iniezione di pellet e surnatante di 
omogenato di tessuto gangliare sulla sensitizzazione 
 
 
 Undici animali naïves (vedi par 3.1) sono stati sottoposti ad una 
sessione di sensitizzazione (vedi par 3.3; , Figura 4.1A) e sono state 
valutate la latenza media (Lm, indice della risposta basale 
dell’animale), e le risposte a 3 stimoli test applicati rispettivamente 5, 
10 e 15 minuti dopo brushing misurate in secondi (s). Le risposte ai 
tre stimoli (stimolo1: 1,01 ± 0,07 s; stimolo 2: 1,00 ± 0,06 s; stimolo 
3: 1,00 ± 0,07 s) sono risultate potenziate rispetto alla latenza media 
(1,27 ± 0,05 s; F1,20= 53,71  p < 0,0001). Agli animali è stato quindi 
somministrato pellet di sanguisughe sensitizzate LT (PLT), alla 
concentrazione finale di 2,2 µg/µl mediante due iniezioni di 100 µg/g 
peso ciascuna, una nella porzione caudale e l’altra in quella rostrale 
dell’animale, e un’ora dopo sono stati sottoposti ad una seconda 
sessione di sensitizzazione. Le risposte ai tre stimoli test ottenute dopo 
brushing (, Figura 4-1A; stimolo 1: 0,68 ± 0,04 s; stimolo 2: 0,68 ± 
0,05 s; stimolo 3: 0,69 ± 0,05 s;) sono risultate significativamente 
potenziate rispetto a quelle ottenute prima dell’iniezione di PLT 
(F1,20= 16,673, p < 0,001; test post-hoc di Fisher, p < 0,05 per tutti gli 
stimoli), mentre Lm (1,08 ± 0,03 s) non differiva significativamente 
rispetto a Lm registrata prima dell’iniezione (p = 0,213). 
 Al contrario, le risposte registrate prima e dopo l’iniezione di 
pellet di animali di controllo (PC) in 11 animali naïves (Figura 4-1B), 
non differivano significativamente (F1,20 = 0,17, p = 0,69), così come 
quelle registrate in 11 sanguisughe naïves prima e dopo l’iniezione di 
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surnatante ottenuto da sanguisughe sensitizzate LT (SLT) (Fig. 4-1C) 
(F1,20 = 2,64, p = 0,12), e in 11 animali naïves prima e dopo l’iniezione 
del surnatante ottenuto dai controlli (SC) (Fig. 4-1D) (F1,20 = 0,42, p = 
0,52). 
 
 
 
Figura 4-1 Effetto dell’iniezione in sanguisughe naïves di pellet da animali 
sensitizzati LT. 
In questa e in tutte le successive figure, in ordinate sono riportati gli inversi delle 
latenze normalizzate all'inverso di Lm. A: Dopo l'iniezione di pellet ottenuto da 
animali sensitizzati LT (PLT).() le risposte agli stimoli test applicati dopo 
brushing risultavano più potenziate rispetto a quelle registrate prima 
dell’iniezione (). B: Le risposte degli animali naïves, prima () e dopo () 
l'iniezione di pellet da sanguisughe di controllo (PC) non differivano, così come 
anche le risposte degli animali naïves prima () e dopo () l'iniezione di 
surnatante da sanguisughe sensitizzate LT (SLT) (C); e di surnatante di 
sanguisughe di controllo (D). * p <0,05 ANOVA a due vie per misure ripetute, 
per gruppi e test post-hoc di Fisher. 
 
 
 Questi risultati suggeriscono che il pellet ottenuto da 
sanguisughe sensitizzate LT determini un effetto fisiologico simile a 
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quello ottenuto con brushing ripetuto (vedi par 1-4), ovvero induca 
sensitizzazione LT. 
 
 
4.2 Effetti dell’iniezione in animali naïves di pellet 
ottenuto da animali sensitizzati LT e trattati con 
cicloesimide 10 µM  
 
 E’ stato eseguito un esperimento analogo a quello descritto nel 
paragrafo 4.1 iniettando, in animali naïves, pellet e surnatante ricavato 
da omogenato di tessuto ganglionare ottenuto da sanguisughe 
addestrate a lungo termine e trattate con cicloesimide 10 µM, un 
bloccante della sintesi proteica (Zaccardi et.al., 2004). 
 La Figura 4-2A mostra le risposte esibite dagli animali (n = 10) 
prima () e dopo () l’iniezione di pellet. Prima (Lm: 1,22 ± 0,05 s; 
stimolo 1: 0,95 ± 0,05 s; stimolo 2: 0,94 ± 0,05 s; stimolo 3: 0,94 ± 
0,12 s) e dopo l’iniezione (Lm: 1,22 ± 0,05 s; stimolo 1: 0,95 ± 0,05 s; 
stimolo 2: 0,95 ± 0,05 s; stimolo 3: 0,95 ± 0,06 s) le risposte post 
brushing erano del tutto paragonabili (F1,18 = 0,0027, p = 0,96). 
Invece, animali naïves (n = 10) iniettati con pellet ottenuto da 
sanguisughe addestrate a lungo termine e iniettate con soluzione 
fisiologica (Figura 4-2B), dopo l’iniezione di pellet hanno esibito un 
potenziamento post brushing significativamente maggiore (prima 
dell’iniezione, (), Lm: 1,47 ± 0,15 s; stimolo 1: 1,22 ± 0,16 s; 
stimolo 2: 1,21 ± 0,16 s; stimolo 3: 1,24 ± 0,15 s; dopo l’iniezione, 
(), Lm: 1,36 ± 0,17 s; stimolo 1: 1,36 ± 0,17 s; stimolo 2: 1,35 ± 
0,17 s; stimolo 3: 1,35 ± 0,17 s; F1,18 = 35,239, p = 0,004; test post-
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hoc di Fisher, p < 0.05) mentre Lm non differivano significativamente 
(p > 0.05). 10 animali naïves (Fig.4-2C) sono stati iniettati con 
surnatante ottenuto da sanguisughe addestrate a lungo termine e 
trattate con cicloesimide 10 µM (prima dell’iniezione, (), Lm: 1,18 ± 
0,06 s; stimolo 1: 0,86 ± 0,05 s; stimolo 2: 0,87 ± 0,06 s; stimolo 3: 
0,86 ± 0,06 s; dopo l’iniezione, (), Lm: 1,14 ± 0,03 s; stimolo 1: 
0,87 ± 0,05 s; stimolo 2: 0,85 ± 0,05 s; stimolo 3: 0,86 ± 0,05 s) ed 
hanno esibito risposte prima e dopo l’iniezione comparabili (F1,18 = 
0,013, p = 0,91). 
 
 
Figura 4-2 Effetto dell’iniezione in sanguisughe naïves di pellet, ottenuto da 
animali sensitizzati LT e iniettati con cicloesimide. A: Risposte di animali naïves 
prima ()e dopo () iniezione di pellet ottenuto da sanguisughe sensitizzate LT e 
trattate con cicloesimide, in cui non si evidenzia potenziamento delle risposte in 
seguito all’iniezione. B: Risposte di animali iniettati con pellet ottenuto da 
sanguisughe addestrate a lungo termine e quotidianamente iniettate con soluzione 
fisiologica in cui si evidenzia un forte potenziamento dopo () l’iniezione. C: Le 
risposte degli animali naïves iniettati con surnatante ottenuto da sanguisughe 
sensitizzate LT e trattate con cicloesamide. così come quelle (D) esibite dagli 
animali iniettati con surnatante di sanguisughe sensitizzate LT e trattate con 
soluzione fisiologica risultano prima () e dopo () l’iniezione del tutto 
comparabili. * p <0,05 ANOVA a due vie per misure ripetute, per gruppi test 
post-hoc di Fisher. 
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Infine, animali naïves iniettati con surnatante ottenuto da omogenato 
di sanguisughe addestrate a lungo termine e trattate con soluzione 
fisiologica, (Figura.4-2D) (prima dell’iniezione, (), Lm: 1,12 ± 0,02 
s; stimolo 1: 0,84 ± 0,04 s; stimolo 2: 0,83 ± 0,03 s; stimolo 3: 0,84 ± 
0,04 s; dopo l’iniezione, (), Lm: 1,11 ± 0,02 s; stimolo 1: 0,83 ± 
0,04 s; stimolo 2: 0,85 ± 0,04  s; stimolo 3: 0,85 ± 0.05 s) hanno 
esibito anch’esse risposte comparabili tra di loro prima e dopo 
l’iniezione (F1,18 = 1,05, p = 0.32). 
 
 
4.3 Analisi cromatografica di pellets  
 
 Campioni di pellet ricavati dall’omogenato sia di 3 catene 
gangliari di animali sensitizzati LT che di 3 di animali di controllo per 
esperimento sono stati iniettati in colonna per cromatografia size 
exclusion (SEC), allo scopo di evidenziare eventuali differenze nei 
profili di eluizione cromatografica tra i campioni. L’analisi è stata 
replicata in 7 esperimenti. 
 La Figura 4-3A mostra profili di eluizione SEC rappresentativi 
di pellet di omogenato da animali sensitizzati LT (traccia nera) e da 
animali di controllo (traccia grigia). In tutti e 7 gli esperimenti, 
l’assorbanza cromatografica a 280 nm ha evidenziato differenze di 
intensità dei picchi ai tempi di ritenzione di 5,42, 7, 89 e 9,18 minuti. 
Tali differenze erano evidenti anche nei cromatogrammi ottenuti 
sottraendo il profilo di eluizione del pellet di controllo da quello del 
pellet ottenuto da sanguisughe sensitizzate LT (Figura.4-3B). 
 Sulla base della calibrazione della colonna SEC effettuata 
iniettando proteine di peso molecolare noto (vedi par.3.2), questi 3 
tempi di ritenzione corrispondono rispettivamente a composti ad alto 
peso molecolare (> 300 kDa, picco a 5,42 minuti), a composti con 
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peso molecolare di circa 17,5 kDa (picco a 7,89 minuti) e di circa 10,9 
kDa (picco a 9,18 minuti). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4-3 Analisi SEC. A: Esempio di cromatogrammi ottenuti con 
pellet di omogenato di sanguisughe sensitizzate LT (a, linea nera) e 
di animali di controllo (b, linea grigia). L’inserto mostra una 
porzione della curva di calibrazione della colonna SEC (tempo di 
ritenzione vs log MW). B: Esempio di cromatogrammi SEC ottenuti 
dalla differenza tra cromatogramma di pellet da sanguisughe di 
controllo meno pellet da sanguisughe sensitizzate LT in due 
esperimenti rappresentati dalla linea continua e dalla linea 
tratteggiata. 
 
 
 Sono state raccolte frazioni di 1 ml tra 5 e 12 minuti, all’incirca 
ogni 30-60 secondi allo scopo di saggiare in animali naïves eventuali 
risposte fisiologiche associate a ciascuna frazione. Nella tabella 1 
sono indicati i pesi molecolari (MW) corrispondenti alle singole 
frazioni. 
 46 
 
Tempo di ritenzione 
Minuti 
Numero della  
frazione 
MW 
kDa~ 
5-6 1 60-40 
6-6,5 2 40-30 
6,5-7 3 30-25 
7-7,5 4 25-20 
7,5-8 5 20-18 
8-8,5 6 18-15 
8,5-9 7 15-13 
9-10 8 13-9 
10-11 9 9-6 
11-12 10 6-4 
 
Tabella 1 Frazioni raccolte tra 5 e 12 minuti dopo iniezione in colonna SEC di 
pellet di animali sensitizzati LT e di animali di controllo. Le frazioni 
corrispondenti ai picchi di differente intensità tra i cromatogrammi sono 
evidenziate in grassetto. 
 
 
4.4 Effetti delle singole frazioni raccolte mediante 
SEC sull’induzione della sensitizzazione 
 
 Gli effetti di ogni singola frazione raccolta mediante SEC sono 
stati saggiati su animali naïves. 10 gruppi di 7 sanguisughe ciascuno 
sono stati sottoposti ad una sessione di sensitizzazione. Quindi ogni 
gruppo è stato iniettato con una singola frazione alla concentrazione 
proteica finale di 0,02 µg/µl, somministrata in due iniezioni ciascuna 
di 150 µl/g di peso dell’animale, e un’ora dopo sottoposto ad una 
seconda sessione di sensitizzazione.  
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 In Figura 4-4 sono riportate le risposte ottenute da animali 
iniettati con la frazione 1 (Figura 4-4A), 5 (Figura 4-4B) e 8 (Figura 
4-4C) corrispondenti ai picchi osservati ai tempi di ritenzione di 5,42, 
7,89 e 9,18 minuti rispettivamente. La frazione 1 (prima 
dell’iniezione, (), Lm: 1,17 ± 0,14 s; stimolo 1: 0,71 ± 0,08 s; 
stimolo 2: 0,76 ± 0,18 s; stimolo 3: 0,75 ± 0,09 s; dopo l'iniezione, 
(), Lm: 1,13 ± 0,14 s ; stimolo 1: 0,74 ± 0,08 s; stimolo 2: 0,74 ± 
0,10 s; stimolo 3: 0,77 ± 0,10 s) e la frazione 5 (prima dell’iniezione, 
(), Lm: 1,20 ± 0,08 s; stimolo 1: 0,91 ± 0,11 s; stimolo 2 : 0,98 ± 
0,11 s; stimolo 3: 0,90 ± 0,11 s; dopo l’iniezione, (), Lm: 1,14 ± 0,12 
s; stimolo 1:0,87 ± 0,15 s; stimolo 2: 0,85 ± 0,14 s; stimolo 3: 0,84 ± 
0,13 s) non hanno modificato sostanzialmente l'induzione della 
sensitizzazione (F1,12 = 0,0001, p = 0,99; F1,12 = 0,09, p = 0,77, 
rispettivamente), mentre l’iniezione della frazione 8, corrispondente 
ad un peso molecolare di circa 10,9 kDa ha indotto un significativo 
potenziamento delle risposte dopo brushing nella seconda sessione di 
sensitizzazione (prima dell’iniezione, (), Lm: 1,39 ± 0,11 s; stimolo 
1: 1,14 ± 0,11 s; stimolo 2: 1,10 ± 0,12 s; stimolo 3: 1,14 ± 0,11 s; 
dopo l’iniezione, (), Lm: 1,08 ± 0,12 s; stimolo 1: 0,62 ± 0,12 s; 
stimolo 2: 0,62 ± 0,12 s; stimolo 3: 0,64 ± 0,12 s; F1,12 = 13,4, p = 
0,003; test post-hoc di Fisher, p <0,01 per tutti e 3 gli stimoli post 
brushing e p > 0,05 per Lm), suggerendo che in essa è contenuta una 
proteina fondamentale per produrre un potenziamento della risposta 
analogo a quello che si ottiene con un training di sensitizzazione LT.  
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Figura 4-4 Risposte ottenute da animali iniettati con la frazione1 (A), 5 (B) e 8 
(C), corrispondenti ai picchi tracciati ai tempi di ritenzione di 5,42- 7,89 e 9,18 
minuti rispettivamente. Si noti come la frazione 8 induca un potenziamento della 
risposta post brushing () significativamente maggiore rispetto a quello ottenuto 
nella sessione di sensitizzazione condotta prima dell’iniezione ().* p <0,05 
ANOVA a due vie per misure ripetute, per gruppi test post-hoc di Fisher. 
 
Anche le altre frazioni saggiate non hanno indotto cambiamenti 
significativi nell’induzione della sensitizzazione (Figura 4-5; Tabella 
2) così come le frazioni ottenute da pellet di animali di controllo 
(Tabella 3). In Figura 4-6 sono riportate le risposte degli animali 
iniettati con la frazione 8 ottenuta da pellet di sanguisughe di 
controllo. Come si può notare, gli animali non hanno mostrato 
differenze nelle risposte agli stimoli post brushing prima e dopo 
l’iniezione della frazione. 
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Figura 4-5 I grafici in A, B, C, D, E, F e G mostrano le risposte di animali naïves 
prima () e dopo () l’iniezione delle frazioni 2, 3, 4, 6, 7, 9 e 10 
rispettivamente, ottenute da pellet di sanguisughe sensitizzate LT. Si noti, come 
nessuna delle frazioni modifichi le risposte post brushing. 
 
 
 
 
 
Tabella 2 La tabella riporta le latenze medie (Lm) e le latenze misurate dopo 
brushing (L1, L2, L3) espresse in secondi, prima e dopo l’iniezione delle frazioni 
2, 3, 4, 6, 7, 9 e 10 ottenute da pellet di sanguisughe sensitizzate LT (PLT) e i 
valori di p ottenuti dall’analisi statistica. 
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Figura 4-6 Risposte di animali naïves prima () e dopo () iniezione con la 
frazione 8 ottenuta da pellet di animali di controllo.  
 
 
 
 
 
 
Tabella 3 La tabella riporta, le latenze medie (Lm) e le latenze misurate dopo 
brushing (L1, L2, L3) espresse in secondi, prima e dopo l’iniezione delle frazioni 
ottenute da pellet di sanguisughe di controllo (PC) e i valori di p ottenuti 
dall’analisi statistica. 
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5 - DISCUSSIONE 
 
 In questo lavoro abbiamo utilizzato un approccio fisiologico e 
biochimico per studiare le proteine coinvolte nella formazione della 
memoria LT in H. medicinalis. I nostri dati hanno suggerito il 
coinvolgimento di una proteina di circa 10,9 kDa nel meccanismo di 
sensitizzazione LT nell’induzione al nuoto. 
 Gli studi più esaurienti sui processi alla base di forme elementari 
di apprendimento sono stati effettuati prendendo in esame semplici 
riflessi negli Invertebrati. Questi studi hanno permesso di analizzare 
parallelamente i cambiamenti comportamentali alla base 
dell’apprendimento e le modificazioni che si verificano a livello 
cellulare e molecolare (vedi ad esempio: Antonov et al., 2001; Brown, 
1998; Burrell & Crisp, 2008; Edwards et al., 1999; Gover & Abrams, 
2009). La sanguisuga H. medicinalis consente un approccio 
multidisciplinare allo studio dei meccanismi dell’apprendimento per 
le sue caratteristiche anatomo-funzionali che la rendono 
particolarmente adatta ad indagini etologiche, elettrofisiologiche e 
biologico-molecolari.  
 In questo lavoro è stato utilizzato un protocollo di addestramento 
in vivo che ha permesso di indurre la formazione di memoria LT 
nell’atto comportamentale dell’induzione al nuoto.   
Una delle procedure più affidabili e ripetibili per indurre il nuoto nella 
sanguisuga è stimolare, meccanicamente o elettricamente, i 
meccanocettori responsivi a stimoli tattili (cellule T) e pressori 
(cellule P) che innescano l’attivazione di un complesso circuito 
neuronale che consente alla sanguisuga di nuotare flettendo il corpo 
sul piano dorso-ventrale con movimenti ondulatori (Catarsi et al., 
1990; Zaccardi et al., 2001; Scuri et al., 2007). La rilevazione del 
tempo che intercorre tra l’applicazione di un lieve stimolo elettrico 
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(stimolo test) e l’inizio dell’onda natatoria permette di valutare la 
risposta basale dell’animale. Una stimolazione nocicettiva (brushing) 
produce un aumento del 30% della risposta allo stimolo test e questo 
potenziamento può durare fino a 30 minuti (vedi par 1.4) 
determinando quindi un processo di sensitizzazione BT (Zaccardi et 
al., 2001). Se lo stimolo nocicettivo viene presentato quotidianamente 
per almeno 4 giorni in modo ripetuto, produce un aumento del 60% 
della risposta allo stimolo test che perdura fino a 24 ore dopo il 
termine della stimolazione nocicettiva (vedi par. 1.4) inducendo 
quindi sensitizzazione LT. Analoghe procedure sperimentali hanno 
consentito di indurre sensitizzazione LT anche in altri modelli 
animali, quali la lumaca di terra (Balaban & Bravarenko, 1993; 
Gainutdinova et al., 2001) e Aplysia californica (Antzoulatos et al., 
2006; Wainwright et al., 2002). 
 In prove compiute precedentemente, sanguisughe iniettate 
quotidianamente con cicloesimide 10 µM durante un training di 
addestramento LT, dopo brushing non hanno mostrato sensitizzazione 
(vedi par 1.4). Questo deficit può essere spiegato solo in termini di 
amnesia indotta dal farmaco in quanto l’iniezione di cicloesimide non 
produceva segni di disagio (come aumento/decremento dei livelli di 
attività neuronale o anormalità fisiologiche) negli animali trattati. 
Gale et al. (1981) hanno riportato che la cicloesimide inibisce la 
traslazione dell’mRNA (processi di iniziazione, traslocazione e fasi di 
elongazione). Pertanto queste evidenze hanno stabilito per la prima 
volta che in H. medicinalis la sintesi ex novo di proteine è un evento 
essenziale per la formazione di memoria LT in una forma di 
apprendimento non associativo. Quindi è possibile ipotizzare che le 
proteine sono coinvolte nei meccanismi di memoria LT in H. 
medicinalis.  
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Ciò è in accordo con ricerche precedenti condotte in varie specie 
animali in cui è stato mostrato che la formazione di memoria LT 
richiede la produzione di nuovi prodotti genici. Ad esempio, in 
Hermissenda (Crowm et al., 1997; Epstein et al., 2003) e Lymnaea 
(Sangha et al., 2003) è stato visto che l’uso di anisomicina, un 
inibitore della traslazione, o di actinomicina-D, un inibitore della 
trascrizione, blocca l’instaurarsi di memoria LT. 
Una ricerca di Wittstock et al. (1993) in Apis mellifera eseguita 
prendendo come atto comportamentale il meccanismo di estensione 
della proboscide alla presentazione di due stimoli accoppiati, acqua 
zuccherata e stimolo olfattivo, ha evidenziato come la cicloesimide 
possa interferire con l’apprendimento. L’ape, che impara ad associare 
i due stimoli, continuerà ad estendere la proboscide al solo stimolo 
olfattivo. L’inibitore riduceva per il 95% l’incorporazione di 3H-
leucina nelle proteine del cervello facendo sì che l’animale non 
rispondesse con la distensione della proboscide al solo stimolo 
olfattivo. Analogamente studi sul granchio Chasmagnathus (Pedreira 
et al., 1993) e sulla seppia officinalis (Agin et al., 2003) hanno 
dimostrato che trattamenti con cicloesimide danneggino l’instaurarsi 
di apprendimento non associativo LT rispettivamente nella risposta di 
fuga del granchio e nel comportamento predatorio della seppia, così 
come già Rosenblatt. et al. nel 1966 osservarono in esperimenti 
comportamentali nel ratto. 
 La semplice struttura anatomica della sanguisuga permette di 
dissezionare facilmente, dopo trattamento, l’intera corda nervosa 
gangliare, che è stata omogenizzata e poi separata in pellet e 
surnatante attraverso centrifugazione. Questo ha consentito di stabilire 
il ruolo di queste due frazioni (pellet e surnatante) nella risposta 
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fisiologica e giungere ad una caratterizzazione chimica del loro 
contenuto proteico. 
 Risultati precedentemente ottenuti mediante analisi SDS-PAGE 
avevano evidenziato che nel pellet e nel surnatante di sanguisughe 
sensitizzate LT c'erano proteine a basso peso molecolare (7 - 17,5 
kDa) maggiormente espresse rispetto al pellet e surnatante ottenuto 
dall’omogenizzazione di corde gangliari di sanguisughe di controllo 
(vedi par 1.4). Nel presente studio, surnatante e pellet di animali 
sensitizzati LT e animali di controllo sono stati iniettati in animali 
naïves dopo una sessione di sensitizzazione. Solo gli animali iniettati 
con pellet LT hanno mostrato un effetto fisiologico. In questi animali 
una stimolazione nocicettiva, dopo l'iniezione, ha prodotto un 
miglioramento fino al 60% della risposta allo stimolo test, simile a 
quello ottenuto negli animali addestrati a lungo termine. In 
precedenza, risultati simili sono stati ottenuti da Rosenblatt et al. 
(1966) che ha iniettato estratti di cervello di ratti addestrati LT in ratti 
naïves che successivamente imparavano più rapidamente una grande 
varietà di compiti, inclusi tasks di condizionamento classico, 
condizionamento operante, tests di discriminazione con rinforzo 
positivo e negativo, che sono risultati tutti trasferibili dagli animali 
che avevano appreso agli animali naïves.  
Inoltre, i risultati dell’analisi SDS PAGE suggeriscono che proteine di 
basso peso molecolare contenute nel pellet di animali LT sono 
coinvolte nell’apprendimento LT.  
Questa ipotesi è stata confermata dagli esperimenti condotti in questo 
lavoro di tesi, in cui animali naïves sono stati iniettati con pellet o 
surnatante ottenuto da animali sensitizzati LT e trattati 
quotidianamente con cicloesimide o con soluzione fisiologica. Solo 
questi ultimi hanno mostrato un effetto fisiologico (Figura 4-2). In 
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questi animali una stimolazione nocicettiva, dopo l'iniezione, ha 
prodotto un miglioramento fino al 60% della risposta allo stimolo test, 
analogo a quello che si ottiene negli animali sensitizzati a lungo 
termine. Nessun aumento della risposta è stata osservata, invece, negli 
animali iniettati con pellet da animali LT quotidianamente trattati con 
cicloesimide. Questi risultati confermano ulteriormente che una o più 
proteine contenute nel pellet di sanguisughe addestrate LT sono 
coinvolte nell’apprendimento LT. 
 L’analisi SEC ha consentito di caratterizzare ulteriormente le 
componenti proteiche di pellet da animali sensitizzati LT. I risultati 
mostrano che solo una frazione proteica corrispondente a circa 10,9 
kDa di peso molecolare se iniettata in animali naïves ha un effetto 
fisiologico, inducendo un potenziamento della risposta post brushing  
del tutto paragonabile a quella che si ottiene dopo addestramento a 
lungo termine. La stessa frazione ottenuta da animali di controllo non 
produce alcun effetto.  
 Nel loro insieme i risultati riportati in questa tesi allargano il 
panorama delle evidenze sperimentali fino ad ora raccolte che 
mostrano come alcune proteine siano responsabili dell’instaurarsi di 
apprendimento LT. Ad esempio, in Aplysia (Barzilai et al., 1992), 
l’actina, la clatrina, la tubulina, e quattro molecole di adesione 
cellulare (D1, D2, D3 e D4) riferite al complesso NCAM (neural cel 
adhesion molecule) sono risultate coinvolte nella memoria LT, e, in 
Lymnea (Rosenegger et al., 2010), 19 proteine sono risultate 
differenzialmente espresse durante processi di apprendimento LT. Le 
proteine fino ad ora messe in evidenza, sono prevalentemente 
implicate nei cambiamenti strutturali, quali la crescita di nuove 
connessioni sinaptiche, l’aumento del numero di nuovi terminali 
sinaptici e dell’area recettiva post sinaptica, che si verificano nelle fasi 
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iniziali dell’apprendimento LT (Noel et al., 1993). Infine, Mikenberg 
et al. (2007) hanno trovato una proteina con peso molecolare 
compreso tra 10 e 14 kDa, corrispondente alla catena leggera della 
dineina, una proteina motore coinvolta nel trasporto del fattore di 
trascrizione NF-kB al nucleo durante il consolidamento della 
memoria.  
 In conclusione, sia gli studi fisiologici basati su prove 
comportamentali, sia l’analisi cromatografica di omogenato di corde 
gangliari ottenute da animali addestrati a lungo termine e da animali 
di controllo, ci consente di suggerire il coinvolgimento di una proteina 
di circa 10,9 kDa nel meccanismo molecolare di sensitizzazione LT 
nella sanguisuga H. medicinalis. Attualmente è in corso un’analisi 
proteomica per caratterizzare nel dettaglio questa proteina. 
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